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Resumen:

El hepatocarcinoma (HCC) es el cancer de higado més frecuente y agresivo, siendo la tercera
causa de mortalidad por cancer a nivel mundial. El factor etiologico principal es la infeccion
cronica por los virus de la hepatitis B (VHB) y C (VHC), que transforma los hepatocitos y
provoca una inflamacién cronica. En este contexto, se ha observado que ciertos genes
relacionados con la inflamacion presentan sobreexpresion, afectando negativamente la
sobrevida de los pacientes. Sin embargo, no estéa claro si la infeccion por VHB o VHC esté
relacionada con alteraciones en el numero de copias de genes (ANC) que regulan la
inflamacion, ni cual es el impacto de dichas alteraciones en la sobrevida global. Para
investigar esto, se realizé un analisis de datos gendmicos de la cohorte de HCC de The Cancer
Genome Atlas (GDC TCGA - LIHC), evaluando las ANC con el recurso web CBioPortal.
Los resultados revelaron alteraciones en cuatro genes especificos (CCL24, NAMPT, SLC7A2
y SRI), involucrados en el progreso del HCC. Al analizar la asociacion entre las ANC y la
sobrevida global mediante el plot de Kaplan-Meier, se observé que los participantes con
amplificaciones de genes en la via de sefializacion Janus quinasas - Transductor de sefiales y
activador de la transcripcion (JAK-STAT) presentaron un peor prondéstico, sugiriendo su
implicacion en procesos oncogénicos del HCC. Estos hallazgos abren nuevas vias para el
desarrollo de biomarcadores prondsticos y potenciales objetivos terapéuticos, que podrian
mejorar el tratamiento y la sobrevida de los pacientes. Es fundamental continuar investigando

estas ANC y determinar su papel exacto en el HCC.

Palabras clave: Genes reguladores de inflamacién, ANC, sobrevida global, VHB/VHC



Abstract:

Hepatocellular carcinoma (HCC) is the most common and aggressive liver cancer, ranking
as the third leading cause of cancer-related mortality worldwide. The main etiological factor

is chronic infection with hepatitis B (HBV) and C (HCV) viruses, which transform
hepatocytes and induce chronic inflammation. In this context, it has been observed that
certain inflammation-related genes are overexpressed, negatively affecting patient survival.
However, it is unclear whether HBV or HCV infection is associated with alterations in gene
copy number (CNA) regulating inflammation or the impact of such alterations on overall
survival. To investigate this, a genomic data analysis of the HCC cohort from The Cancer
Genome Atlas (GDC TCGA - LIHC) was performed, evaluating CNAs using the CBioPortal
web resource. The results revealed alterations in four specific genes (CCL24, NAMPT,
SLC7AZ2, and SRI) involved in the progression of HCC. When analyzing the association
between CNAs and overall survival through Kaplan-Meier plots, it was observed that
participants with gene amplifications in the Janus kinase - Signal Transducer and Activator
of Transcription (JAK-STAT) signaling pathway had a worse prognosis, suggesting their
involvement in oncogenic processes in HCC. These findings open new avenues for the
development of prognostic biomarkers and potential therapeutic targets that could improve
patient treatment and survival. It is crucial to continue investigating these CNAs and
determine their exact role in HCC.

Keywords: Inflammation-regulating genes, CNA, overall survival, HBV/HCV



1.

Introduccidn

1.1. Epidemiologia del Hepatocarcinoma

El hepatocarcinoma (HCC) es el tipo de cancer de higado mas comUn y agresivo, ocupando
el tercer lugar como causa de muerte por cancer a nivel mundial. El continente asiatico
presenta la mayor tasa de mortalidad e incidencia de este cancer, con un 56% Yy 49%
respectivamente. En el afio 2022, se registraron aproximadamente 865,000 nuevos casos de
cancer de higado en el mundo, posicionandolo como el tercer cancer mas frecuente a nivel

global, siendo China el pais con la tasa de mortalidad mas alta por esta enfermedad[1].

En Perd, al igual que en muchas regiones del mundo, el cancer de higado representa un
desafio cada vez mayor para la salud publica. Segun el informe de GLOBOCAN hasta el afio
2022, la tasa de mortalidad en Per0 fue de 5 por cada 100.000 habitantes, posicionandose

como la octava causa de muerte por cancer en el pais [2].

1.2. Diagnostico y prondstico del HCC

Para la detecciéon temprana del HCC, se utilizan pruebas de iméagenes como la ecografia
abdominal, la resonancia magnética y la tomografia computarizada asi como también pruebas
de laboratorio incluyendo el analisis de alfafetoproteina sérica (AFP). Sin embargo, las
pruebas de imagenes no son suficientemente sensibles cuando las lesiones son menores a 1-
2 cm, lo que a menudo resulta en la deteccion del HCC en etapas avanzadas [3]. Debido a
esto, y a pesar de los avances cientificos significativos, sigue siendo crucial identificar
marcadores eficaces para el diagnostico temprano y otros para marcadores de prondstico y
tratamiento del HCC.



En cuanto al prondstico, este del cancer se mide principalmente mediante la sobrevida global
(OS) a 5 afios y la respuesta al tratamiento anticancerigeno. Especificamente, la OS varia
segun el estadio en que se diagnostique y el tratamiento administrado, aunque también parece
estar influenciada por el género, con las mujeres mostrando medianas de sobrevida mas altas
[4]. Asimismo, las tasas de supervivencia relativa a 5 afios varian segun la localizacion del
tumor, siendo del 33% para la etapa localizada (cuando el cancer se encuentra limitado al
higado), 11% para la etapa regional (cuando el cancer se ha diseminado a tejidos o ganglios
linfaticos cercanos), y 2% para la etapa distante (etapa mas avanzada, en la cual el cancer se
ha propagado a otros érganos o tejidos) [5]. Por ello, la deteccion temprana, el manejo
multidisciplinario y la prevencion son fundamentales para mejorar la supervivencia en el

carcinoma hepatocelular (HCC) y reducir su impacto en la salud publica.

1.3. Factores de riesgo

Los factores de riesgo mas significativos para el HCC incluyen la infeccién crénica por los
virus de hepatitis B (VHB) o C (VHC), la esteatohepatitis no alcoholica, la obesidad, el
tabaquismo, el alcoholismo, la diabetes tipo 2 y la ingesta de alimentos contaminados por
aflatoxinas [6,7]. Las hepatitis cronicas B y C estan presentes en mas del 70% de los casos
de carcinoma hepatico primario [8]. En el Per, la tasa de incidencia de VHB y VHC por
cada 100,000 habitantes es de 1.32 y 0.25, respectivamente [9,10].

El VHB se transmite principalmente por contacto con sangre o fluidos corporales infectados,
por relaciones sexuales sin proteccion o de madre a hijo durante el parto. Este virus muestra
un tropismo tisular por las células del higado, donde se replica. Por otro lado, el VHC suele
ser asintomatico y a menudo provoca una infeccion cronica, que puede progresar a Cirrosis
hepatica y finalmente al HCC, convirtiéndose en un problema de salud publica. Los sintomas
mas frecuentes incluyen nauseas, fatiga, molestias articulares y signos de dafio hepatico,

como ictericia y niveles elevados de enzimas hepaticas [11].

Si un individuo es infectado por el virus de hepatitis, este es reconocido por los receptores de
las celulas hepaticas mediante su antigeno y finaliza instalandose en los hepatocitos. En el

caso del VHB, una vez que el virion ingresa a la célula, se descompone y libera su ADN



viral en el nlcleo de la célula hospedera, el cual se transcribe en ARN viral, que actia como
plantilla para la produccion de nuevas particulas virales. Los componentes virales se
ensamblan dentro del hepatocito y, posteriormente, las nuevas particulas se liberan en la
sangre, donde pueden infectar mas células hepaticas o ser transmitidas a otras personas [12].
En cuanto al VHC este ingresa al hepatocito mediante endocitosis. Una vez en el citoplasma,
su ARN de cadena positiva se traduce en péptidos maduros, los cuales son procesados por
proteasas tanto virales como del huésped. En el reticulo endoplasmico, la ARN polimerasa
NS5B replica el genoma viral, produciendo nuevas cadenas de ARN. Estas, posteriormente,
se ensamblan en viriones maduros que son liberados por exocitosis. A diferencia del VHB,

el VHC no se incorpora al genoma del huésped [13].

1.4. Alteraciones genéticas en el HCC

Las alteraciones genéticas, conocidas también como mutaciones, son cambios en la secuencia
del ADN que pueden ocurrir de manera natural o ser provocados por factores externos. En el
contexto del carcinoma hepatocelular, las mutaciones estan asociadas con factores
subyacentes como VHB, VHC, el alcoholismo, diabetes tipo 2 y la exposicion alimentaria a
la aflatoxina B1 (AFB1). Estas mutaciones iniciales desencadenan la inestabilidad genémica
(mayor frecuencia de cambios genéticos, reordenamientos cromosomicos y aneuploidia)
[14], la cual se acumula gradualmente en un conjunto limitado de genes en las primeras etapas

antes del desarrollo del cancer [15].

Tal como reporta Sohrab y colaboradores [16], es necesaria la acumulacion de mutaciones
genéticas en los hepatocitos para la hepatocarcinogénesis; asi mismo, a medida que el HCC
progresa, la acumulacion de mutaciones se va acelerando en todo el genoma del individuo.
Sin embargo, ciertas regiones genomicos y genes, como TP53 y CTNNB1, mutan con
frecuenciay afectan a 21% y 40% respectivamente de pacientes con esta neoplasia [17]. Estos
genes mutados activan diversas rutas de sefalizacion, impulsando la transformacion

progresiva de células sanas en cancerosas [14, 18].



En este contexto, la alteracion del nimero de copias (ANC) es una forma de modificacion
genética en la que una seccion de ADN puede duplicarse (cominmente afectando a un
oncogen) o eliminarse (delecion, impactando a un gen supresor de tumor). Se estima que un
2-14% de los casos de carcinoma hepatocelular posee ANC. En el contexto de la infeccion
cronica por VHB, se sabe que este virus tiene la capacidad de activar oncogenes en las células
hepéticas mediante la mutagénesis por insercion viral [8]. Segun el estudio de Ally et al. [19],
el ADN viral del VHB se integra en el genoma del hospedero en el 84% de los casos, lo que
genera inestabilidad gendmica, una elevada frecuencia de mutaciones y en parte provoca
ANCs[7, 17]. Por otro lado, segun el estudio Zhao et. al (2021) el VHC altera vias de
sefializacion como Wnt y p53 mediante hipermetilacion y ANCs, afectando TP53, MYC y
WNT. Estas modificaciones promueven la proliferacion celular incontrolada, la evasion de
la apoptosis y la alteracion de los mecanismos de reparacién del ADN. Como resultado, se
favorece la acumulacién de mutaciones y la transformacion maligna de los hepatocitos,

aumentando el riesgo de progresion hacia el cancer hepético [20].

En particular, se observa una delecion del promotor del gen de la transcriptasa inversa de la
telomerasa [TERT] en el 60% de los casos de individuos con HCC [7]. Ademas, la ANC en
la region 1921 es una de las modificaciones mas frecuentes en el HCC, con una incidencia
del 58-86%. Esta alteracion ocurre en las etapas iniciales del desarrollo tumoral, la cual
ocasiona la sobreexpresion de genes, que participan en funciones como el mantenimiento de
los telomeros, la regulacion del ciclo celular, las vias Wnt/B-catenina y de la
fosfatidilinositol-3 quinasa, ademas del control del estrés oxidativo [14]. Por ejemplo, las
células hepaticas que presentan translocacion de B-catenina al nlicleo experimentan un
crecimiento celular desregulado, expresan proteinas de membrana asociadas al HCC y
muestran comportamiento metastasico [14]. Por tanto, la existencia de multiples copias de
genes, puede conducir a un crecimiento celular descontrolado y al surgimiento de tumores

mas agresivos [21].



1.5. Inflamacién como mecanismo mediador del HCC

La inflamacion se refiere a la respuesta del cuerpo frente al dafio en los tejidos, el cual puede
ser ocasionado por lesiones fisicas, isquemia, infecciones o exposicion a sustancias toxicas.
Esta respuesta desencadena cambios celulares y respuestas del sistema inmunologico que
conducen a la reparacion de la lesion producida. En caso fallen estos mecanismos reguladores
y no logren mediar la inflamacion, termina convirtiéndose en una condicion crénica en el
tejido afectado, donde ocurren mutaciones, asi como una proliferacion excesiva de células,

creandose asi un ambiente propicio para el desarrollo de cancer [16, 22].

Con respecto al HCC, un 80-90% de los casos se desarrolla en un entorno de inflamacion
cronica causada por diversos factores como infecciones virales (VHB, VHC), consumo
excesivo de alcohol y trastornos metabdlicos hepaticos, como la esteatohepatitis no
alcohdlica o la enfermedad hepética grasa no alcohodlica [23]. Esta inflamacion altera el
microambiente de los hepatocitos y, en el caso de infecciones virales, los virus pueden eludir
la respuesta inmunitaria (tanto innata como adaptativa). En el transcurso de este proceso, se
generan mutaciones que facilitan la progresion de la enfermedad, desde la inflamacion hasta

la formacion del tumor [18].

Asimismo, la inflamacion crénica se caracteriza por la infiltracion de macréfagos y células
mieloides, asi como por una produccion descontrolada de citocinas que promueven la
carcinogeénesis en el HCC. Durante este proceso, tanto las células inmunitarias como los
hepatocitos dafiados, liberan mediadores inflamatorios como citoquinas proinflamatorias
(IL-6, IL-10, TNF-a) y quimiocinas, que reclutan mas células inflamatorias al higado,
promoviendo asi la proliferacion celular. Ademas, se genera estrés oxidativo que produce
especies reactivas de oxigeno (ROS), las cuales dafian el ADN de las células hepéticas y al
acumularse pueden llevar a alteraciones gendémicas, con mutaciones en oncogenes Yy
supresores de tumores [7]. En el contexto del HCC y la inflamacion asociada a VHB/VHC,
algunos genes como CCL20, IL1B, CCL2, CCL22 y TIMP1 muestran una sobreexpresion
significativa, que fomentan el crecimiento tumoral, la invasion y la resistencia a la apoptosis
[24].



1.6. Aproximaciones bioinformaticas para el estudio del perfil molecular
del HCC

El perfil molecular del HCC ha sido caracterizado durante varios afios utilizando técnicas de
secuenciacion y enfoques multi-dmicos. Las investigaciones en esta &rea se han basado, en
gran medida, en analisis bioinformaticos para detallar las caracteristicas moleculares del
HCC. Las técnicas bioinformaticas han permitido no solo la caracterizacion de mutaciones
puntuales y cambios en la expresion, sino también la descripcion de ANC. Algunos estudios,
como el realizado por Gao y colaboradores, han analizado datos gendémicos y
transcriptdmicos publicos de TCGA (The Cancer Genome Atlas Program) e ICGC (The
International Cancer Genome Consortium). Estas aproximaciones facilitan la identificacién
de genes y redes genéticas involucradas en la patogénesis del HCC, ofreciendo una

oportunidad para identificar marcadores moleculares [25].

Utilizando algoritmos de analisis de datos, se han identificado regiones cromosémicas que
sufren amplificaciones y/o deleciones en pacientes con HCC, como en chrlqg y chr8p,
demostrando una correlacion positiva entre la ANC vy el estadio del tumor [21]. En otro
estudio de Nakeep, mediante métodos in silico, se reportaron diversos marcadores
moleculares y genéticos, donde los genes identificados estan implicados en la proliferacion,
apoptosis, autofagia y respuesta inflamatoria. También se descubrié que el HCC asociado
con VHB estéa relacionado con la mutacion del gen TP53 y del promotor TERT [7, 25].

Investigaciones mas avanzadas que integran datos multi-Omicos, incluyendo datos
gendmicos (provenientes del TCGA), transcriptomicos y protedmicos se llevaron a cabo
utilizando métodos bioinformaticos para identificar genes asociados con HCC [26]. Dicho
estudio reconocio 8 genes centrales (BUB1, BUB1B, CCNA2, CCNB1, CDC20, CDK1,



MAD2L1 y CCNB2) que estdn sobreexpresados y se relacionan con una supervivencia
deficiente en pacientes con HCC. Estos genes estan implicados en la regulacion de la
proliferacion celular, la division celular y la formacion de 6xido nitrico. Por lo tanto, su

sobreexpresion contribuye al crecimiento de células hepaticas transformadas.

Otro estudio realizado por Hu y colaboradores [27], utilizando datos de perfil de expresion
génica de la base de datos Gene Expression Omnibus (GEO), identificd cinco genes clave
incluyendo RRM2, MAD2L1, MELK, NCAPG y ASPM. Estos genes se asocian con una baja
supervivencia en HCC y estan involucrados en la proliferacion, migracién, invasion e
inhibicion de la apoptosis de células hepaticas transformadas. Ademas, Bassaganyas y
colaboradores [28] mediante analisis de datos de matrices de SNP (polimorfismos de
nucleotido Unico) demostraron que no habia una relacion entre la ANC de los genes del

sistema inmunoldgico y las variables clinico-patoldgicas analizadas (VHB/VHC).

Por tanto, la accesibilidad a datos 6micos en recursos publicos como TCGA, ICGC, GEO
junto con la aplicacién de métodos bioinformaticos ha facilitado la diseccion biologica del
HCC. Esto ha permitido describir mecanismos moleculares y bioquimicos especificos de la
neoplasia haciendo posible el descubrimiento de potenciales marcadores.

1.7. Base de datos utilizada en el estudio

En este estudio, los datos fueron obtenidos a través de Xena Browser, una plataforma de la
Universidad de California, Santa Cruz (UCSC), que permite acceder y analizar datos
genéticos y clinicos de acceso publico. Especificamente, se utilizaron datos del proyecto
TCGA, en particular de la cohorte GDC TCGA-LIHC (Liver Hepatocellular Carcinoma),
que recopila informacién detallada de pacientes con HCC.

Los datos incluyen:

Informacion genomica: mutaciones, ANCs

° Regulacion molecular: perfiles de expresion génica y metilacion del ADN.



° Caracteristicas clinicas y demograficas: edad, etnia, género, estadio tumoral,

sobrevida, tratamiento.

El acceso a estos datos ha permitido aplicar analisis bioinformaticos avanzados para
identificar biomarcadores y alteraciones genomicas clave en la progresion del HCC,

contribuyendo al estudio de su biologia y posibles estrategias terapéuticas.

I1. Planteamiento del problema

La inflamacion es un factor crucial en el desarrollo del HCC, especialmente en la
carcinogeénesis asociada a infecciones cronicas por VHB/VHC. Estudios recientes, mediante
un analisis integrador de gendmica y transcriptomica, reportaron el incremento en la
expresion de un conjunto de 200 genes relacionados con la respuesta inflamatoria en el HCC
asociado a virus, tales como CCL20, IL1B, CCL2 y entre otros. Se encontré6 que la
sobreexpresion de dichos genes se correlaciona con una disminucion en el tiempo de

supervivencia [24], sugiriendo su potencial uso como marcadores pronosticos del HCC.

A pesar de estos hallazgos, no se ha investigado la ANC de estos genes (CCL20, IL1B, CCL2
y entre otros) y su relacion con la sobrevida global. La ANC, junto con los cambios en la
expresion génica y las mutaciones, constituyen mecanismos comunes de alteracion genética
en el cancer. En este contexto, la amplificacion de un gen generalmente se asocia con su
sobreexpresion, mientras que su delecion suele llevar a la subexpresion [29]. Dado que hasta
un 14% de los pacientes con HCC presenta ANC en su ADN [18], es fundamental estudiar

la ANC de los genes reguladores de la inflamacion.

El estudio de la ANC y su relacion con el pronostico es particularmente relevante en el HCC,
debido a la notable reduccion en la tasa de supervivencia relativa a 5 afios segun las distintas
etapas del cancer, llegando a ser de s6lo 2% en etapas avanzadas [5]. A esto se le suma que

la mayoria de los pacientes reciben un diagnéstico de HCC en una etapa avanzada

10



(metéstasis), limitando su tratamiento Unicamente a cuidados paliativos. Finalmente, un 20%

de los individuos con HCC no sobreviven méas de un afio tras ser diagnosticados [30].

Por lo tanto, es de interés determinar si los genes de inflamacién presentan ANC vy si asi
fuera, si ello esta influenciado por la presencia del VHB/VHC al momento del diagnostico.
Ademaés, identificar los genes con ANC y su relacion con la sobrevida puede revelar
mecanismos que facilitan la progresion del HCC, pudiendo en el futuro ser evaluados como

marcadores prondsticos que mejoren el manejo y la esperanza de vida de los pacientes.

A pesar de su importancia, las investigaciones genomicas del cancer son complejas y
requieren un gran numero de participantes y tecnologias de secuenciacién avanzadas, lo cual
puede ser una limitacion. Para superar esta dificultad, el presente estudio utilizara bases de
datos publicas de gendémica del cancer y herramientas de andlisis bioinformatico. El acceso
a estos datos y metadatos (informacion demograficay clinica) es eficiente, y las herramientas
bioinformaticas empleadas estan disefiadas para garantizar la integridad y consistencia de los

datos.

I11. Pregunta de Investigacion

¢Existe alteracion del nimero de copias de genes reguladores de inflamacion en la cohorte
internacional GDC TCGA - LIHC? Y si ese el caso, ¢la alteracion se asocia con la sobrevida

global y con la infeccion por VHB/VHC detectada al momento del diagnostico?

IV. Objetivos
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4.1. Objetivo general:

Identificar la presencia de la ANC de genes reguladores de inflamacion y su asociacion con
la OS e infeccion por VHB/VHC, en pacientes de la cohorte internacional GDC TCGA -

LIHC, mediante un analisis secundario de datos genémicos.

4.2. Objetivos especificos:

- Identificar los genes reguladores de inflamacion que presentan ANC en HCC.

- Relacionar la ANC con el estado viral (VHB y VHC) determinado al momento del
diagndstico del HCC.

- Asociar la ANC con la OS en pacientes con HCC agrupados por el estado viral (VHB
y VHC).

V. Materiales y Métodos

5.1. Disefio de estudio

Este estudio es de tipo observacional, retrospectivo y longitudinal. Se realizé un analisis
secundario de datos genémicos y metadata de pacientes con HCC (reclutados en USA,
principalmente y no hay datos peruanos), cuyo estado viral se conoce al momento del

diagnostico del cancer. Dichos datos estan disponibles en recursos publicos (ver seccién 6.4).

5.2. Poblacién de estudio

Son pacientes diagnosticados con HCC que forman parte de la cohorte de 469 participantes
del proyecto GDC TCGA- LIHC [Descargado en Xena Browser, ver Anexol]. Para elegir a

los participantes del presente estudio, se aplicaron los siguientes criterios de elegibilidad:

Criterios de inclusion:

- Diagnostico de HC

12



- Tener reportado el estatus de infeccion por VHB y VHC
Criterios de exclusion:
- Metadata no reportado: Estadio de tumor no reportado, OS, grupo étnico
- Pacientes cuyo ANC no esté disponible
- Pacientes con coinfeccion por VHB y VHC

- Pacientes con recaida: “Recurrent tumor”

Los criterios de inclusidn se establecieron para seleccionar una cohorte homogénea de
pacientes con HCC y estado viral registrado, garantizando la validez de los analisis
gendémicos. Se excluyeron casos con datos incompletos, coinfeccion o tumores
recurrentes, ya que estos Ultimos pueden presentar alteraciones genéticas influenciadas
por tratamientos previos y evolucion tumoral. Esto podria introducir variabilidad y
afectar la precision del analisis. Al centrarse en tumores primarios, se asegura una

evaluacion mas fiable de los mecanismos genéticos iniciales del HCC.

Ecuacion 1. Férmula para el calculo del tamafio muestral:

Na272
n =
(N—1)e? + o272
469(0,5)2(1,96)2
(469—1)0,05% + 0,5°1,96°
Donde:

Universo (N): 469
Z-score:1,96

Proporcion esperada (e): 0,5
Margen de error (c): 0,05
Nivel de confianza: 95 %
Muestra (n): 211,42
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El numero de registros analizados en la tesis, que corresponde a 210 participantes y tras

aplicar los criterios de elegibilidad, coincide con el numero estimado mediante el calculo del

tamafio muestral.

5.3. Operacionalizacion de variables

Las variables de estudio se presentan en la tabla 1.

Tabla 1. Operacionalizacion de variables de estudio

Virus de la Hepatitis B
(VHB) y Hepatitis C
(VHC).

(explicatoria),
cualitativa
dicotomica

VHB+: Individuo
positivo para
anticuerpos anti-
VHB.

VHC+: Individuo
positivo para
anticuerpos anti-
VHC.

No infeccion por
VHB (VHB-):
Individuo negativo
para anticuerpos
anti-VHB.

No infeccion por
VHC (VHC-):
Individuo negativo
para anticuerpos
anti-VHC.

Variable Definicion practicade | Identificar tipo Identificar laescala | Medicion
la variable de variable de medicion
Estado viral | Infeccién viral por V. independiente | Nominal Prueba de antigeno
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ANC Alteracion del nimero | V. dependiente | Nominal Secuenciacion del
de copias en (respuesta), - Amplificacion del | genoma completo
segmentos gendmicos | cualitativo gen: aumento en el | (WGS), Andlisis
especificos ya sea politomica numero de copias de microarrays
mediante del gen
amplificaciones y/o - Delecion del gen:
deleciones. disminucion en el

numero de copias
del gen.

- Sin cambio: el
numero de copias
no cambia.

Sobrevida Serepresentacomoel | V.dependiente | De razén Seguimiento

global (OS) | tiempo (en meses o (respuesta), médico regular
afios) desde el inicio cuantitativa para registrar la
del diagndstico/ Continua fecha de
tratamiento hasta el diagnostico, el
fallecimiento. inicio del

tratamiento y la
fecha de
fallecimiento (si
corresponde).

Tipode Muestra de tejido Variable Nominal Dato clinico

muestra hepético para ver la independiente - Tumor
presencia de tumor o (explicatoria), - Normal
ausencia de ello. cualitativa

dicotomica.

Genes de Genes que participan | V. independiente | Nominal PCR,

inflamacion | en la regulacion o (explicatoria), secuenciacion del
mediacion de procesos | cuantitativa ADN
inflamatorios. discreta

Estadiode | Representael gradode | V.independiente | Ordinal Pruebas de imagen

tumor avance y extension del | (explicatoria) - Estadiol COmMo resonancia
tumor en el cuerpo de | cualitativa (leve) magnética o
un paciente. politomica - Estadio Il tomografia

- Estadio Il computarizada
- Estadio IV
(mas grave)
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Etnia Caracteristicas fisicas | V. demograficas | Nominal Dato clinico
distintivas de una (descriptoras),
poblacion de un cualitativa
mismo origen politomica
geografico.
Edad Tiempo en meses 0 V. demogréficas | De razon Dato clinico
afios que ha vivido un | (descriptoras),
individuo desde su cuantitativa
nacimiento. continua
Sexo Clasificacion de un V. demogréficas | Nominal Dato clinico

individuo en

masculino o femenino.

(descriptoras),
cualitativa
dicotomica
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5.4. Recursos bioinformaticos

La presente tesis hizo uso de varias herramientas bioinformaticas, las cuales se presentan en

la Tabla 2

Tabla 2. Recursos bioinformaticos

Nombre de la plataforma | Definicion Aplicacion Website
AmiGO 2 AmiGO 2 es una herramienta | Consultando esta
bioinformatica donde se puede | herramienta  se https./_/sovba_se.o
rg/amigo/amigo/
explorar, buscar y visualizar | obtuvo la | landing
datos relacionados con ontologias | ontologia de los Ver_sic’)n de
AmiGO 2
de genes y términos de la Gene | genes reguladores | version: 2.5.17
Ontology (GO). AmiGO 2 nos | de inflamacion
permite analizar conjuntos de | para este
genes para determinar las | respectivo
funciones bioldgicas, procesos y | estudio.
componentes celulares en los que
estan implicados.
Uniprot Es una base de datos| Permitié UniProt
bioinformatica  que  ofrece | identificar la
informacion  detallada  sobre | ontologia de los
secuencias 'y funciones de | genesreguladores
proteinas. de inflamacion
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https://soybase.org/amigo/amigo/landing
https://soybase.org/amigo/amigo/landing
https://soybase.org/amigo/amigo/landing
http://wiki.geneontology.org/index.php/AmiGO_2_0
https://www.uniprot.org/

Es

bioinformatica que facilita el

una  plataforma  web

andlisis de enriquecimiento de

Se utilizd para
agrupar a los

genes de acuerdo

Enrichr
(maayanlab.clou

d)

conjuntos de genes. a sus  rutas
bioguimicas.
UCS Xena Browser Xena Browser es una plataforma | Sirvio para | UCSC Xena
. s (xenabrowser.ne
que permite el andlisis Yy | descargar la )
visualizacion interactiva de datos | metadata.
genomicos y clinicos. Se pueden | También

integrar conjuntos de datos de
diversas fuentes y analizarlos de
manera conjunta. Asimismo, es
de
expresion génica, mutaciones y
metilacion del ADN.

posible visualizar datos

introducir la lista
de

reguladores

genes

de
inflamacién con
deleciones 0
amplificaciones y
correr la Kaplan
Meier.

cBioPortal

cBioPortal es una plataforma
centrada en la genomica del
cancer. Es posible visualizar
de

amplificacion/delecion de genes,

datos secuenciacion,

mutaciones y expresion génica en
de de

pacientes con cancer.

conjuntos muestras

En

plataforma se

esta
descargaron los
genes reguladores
de

con deleciones o

inflamacion

amplificaciones

cBioPortal for
Cancer
Genomics
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https://maayanlab.cloud/Enrichr/
https://maayanlab.cloud/Enrichr/
https://maayanlab.cloud/Enrichr/
https://xenabrowser.net/
https://xenabrowser.net/
https://xenabrowser.net/
https://www.cbioportal.org/
https://www.cbioportal.org/
https://www.cbioportal.org/

Genome Data Viewer de | Esta plataforma brinda acceso a | Nos permitio | https://www.ncbi

.nIm.nih.gov/gen

secuencias de genomas | identificar las ome/gdv/
completos de diversas especies y | regiones en el
te permite explorar la | cromosoma

organizacion genomica, | donde se ubican
identificar genes, regiones donde | los genes

reguladores  de

se localizan estos genes en el | inflamacion
cromosomay variantes genéticas. | identificados en

este estudio.

5.5. Obtencion de datos gendémicos y metadata

5.5.1. Construccion de base de datos de la poblacion

Todos los datos genomicos y la metadata del estudio se obtuvieron de la cohorte GDC
TCGA-LIHC a través de la plataforma Xena Browser (Anexo 1). La informacion
viral fue reportada en los estudios de Gao et al. y Ally et al. [24,19], quienes utilizaron
cohortes de TCGA-LIHC. En ambos estudios, la deteccion de la informacion viral se

realiz6 mediante pruebas de secuenciacion de mRNA.

5.5.2. Lista de genes de interés

Los genes de inflamacién que fueron de interés para este estudio se obtuvieron de la

publicacion de Gao y colaboradores [24], siendo 200 genes en total (Ver Anexo 2).

5.5.3. Obtencion de la ontologia de los genes de inflamacion
En la plataforma de Amigo2, se eligié la opcién avanzada de PANTHER vy

posteriormente se introdujo la lista de los 200 genes de inflamacion (Anexo 2), luego

se selecciono el organismo (en este caso Homo sapiens) y por ultimo enviamos.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/

Quick search

PubMed Search

AR
PubMed ID search takes you to summary information and
all GO annotations for the Publvied ID.

AmiGO 2

More information on quick search @

Search

Search Templates

Use predefined templates to explore Gene Ontology data

Advanced Search

C-\
Interactively search the Gene Ontology data for
annotations, gene products, and terms using a powerful

Browse the Ontology

Use the drill-down browser to view the ontology structure
with annotation counts.

E.g PMID:123456 Search

Term Enrichment Service

Lo

Your genes here.

biological process

Homo sapiens

Help Tips
Steps:

# 1. Select list and list

type to analyze

» 2. Select Organism

> 3. Select operation

Using enhancer data
|

—>

Para visualizar la ontologia se personalizé la vista, haciendo click en “Customize
Gene list” y del cuadro que se genera se afiadieron los tres componentes de la
ontologia (componente celular, funcion molecular y proceso celular), luego se envié

y finalmente se cerrd. Finalmente para exportar la tabla en excel en la opcion de “Send

search syntax and fiters.

Statistics

View the most recent statistics about the Gene Ontology data in AmIGO.

PN -

1 Enter ids and or select file for batch upload. Else enter ids or select file or

list from workspace for comparing to a reference list.

Enter 195; 1. Introducir la lista de
Suppo 3 4
IDs genes de interés P

Upload IDs: | Elegir archivo | No se eligié ningtin archivo

separate IDs by a space or comma

File format

Please login to be able to select lists from your workspace.
Select List @ 1D List
Type:

O Previously exported baxt search rasults
Workspace list
O PANTHER Generic Mapping

O 10's from Reference Proteome Genome

Organism for id Iist|Abrus precatorius (ABRPR)

v

O vcrFile  Flanking region [20 Kb_ V|

[0 search £nhancer Data

Select organism.

8 [Homo sapiens

Mus musculus

Rattus norvegicus
Gallus gallus
Danio rerio

3. Select Analysis.

@ Functional classification viewed in gene list

O Functional classification viewed in graphic charts O Bar chart O Pie chart
O Statistical overrepresentation test

O Statistical enrichment test

And Much More...
\ 9

Many more tools are available from the software list, such as altemate searching
modes, Visualize, non-JavaScript pages.

$ 3. submit

list to” se eligi6 “File”.
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__ 4. ARadir los componentes de la Ontologia
PANTHER GENE LIST® Customize Gene list Click to view Enhancer Data @
Convert List to: [ -Select- | Send listto: [ -select- v
-Select- .

Display: (30 V| items per page Refhasliearch 5
Hits 1-30 of 200 [ page: (1)224567] Number of mapped Text
Gene ID Gene Name PANTHER Family/Subfamily
Gene Symbol

cir| all Mapped IDS| b, gistent id

Orthologs

[] 1. HUMAN|HGNC=348|UniProtkB=P35869 AHR Aryl hydrocarbon receptor ARYL HYDROCARBON RECEPTOR (PTHR10649:5F3)
- AHR

PTN002472519
orthologs

HUMAN |HGNC=23992|UniProtkB=Q96DX8 RTP4 Receptor-transporting protein 4 RECEPTOR-TRANSPORTING PROTEIN 4 (PTHR14402:5SF8)
RTP4
PTN002494639
orthologs
- 3. HUMAN |HGNC=8506|UniProtKkB=P13725 OSM Oncostatin-M ONCOSTATIN-M (PTHR14261:5SF0)
osM
PTN002494451
orthologs
] 4 HUMAN |HGNC=16647|UniProtkB=000574 CXCR6 C-X-C chemokine receptor type 6 C-X-C CHEMOKINE RECEPTOR TYPE 6 (PTHR10489:SF705)
2= CXCR6
PTN002470989
orthologs
] s HUMAN |HGNC=9663|UniProtKkB=P23469  PTPRE Receptor-type tyrosine-protein RECEPTOR-TYPE TYROSINE-PROTEIN PHOSPHATASE EPSILON
- phosphatase epsilon (PTHR19134:5F499)

O
»

Para completar la ontologia de los genes que en PANTHER no lograron llenar los 3
componentes, se utilizo UniProt. Una vez dentro de Uniprot, en la opcion “Lista” se
introdujeron los cddigos de cada gen que son reconocidos por Uniprot (en la tabla
obtenida de PANTHER figura dicho c6digo), luego se hizo click en “Maps ID”.

. 2 '..
UanfO‘t..' BLAST Align Peptide search ID mapping SPARQL Release 2024_04 | Statistics ;.‘,ﬁ 8 Help

Find your protein

Examples: Insulin, APP, Human, P05067, organism_id:9606

kS
S
2
3
H
H
I
- |

Help

UniProt is the world’s leading high-quality, comprehensive and freely accessible resource of protein sequence and functional information. Cite UniProt *®

Proteins Species

UniProt Knowledgebase Proteomes
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- 2
UmPro.t..- BLAST Align Peptide search ID mapping SPARQL  UniProtkB v search & @ [ Help

Retrieve/ID mapping

Enter one of more IDs (100,000 max). You may also load from a text file. Separate IDs by whitespace (space, tab, newline) or commas.
This d can also be used programmatically. Alternatively, the underlying data can be downloaded.

1. Introducir los cédigos de UniProt de los genes de interés

From database To database

UniProtkBAC/ID ~ UniProtkB  ~

Name your ID Mapping job

2

Restablecer

Una vez generada la tabla, se personalizé para verificar la ontologia haciendo click
en “Customize columns”, en la fila “Gene Ontology” se afiadio los 3 componentes y
se guardo. Para descargar la tabla, se seleccionaron todos los genes y se eligio el
formato “Excel” (Anexo 2.1, Anexo 2.2, Anexo 2.3).

5.5.4. Localizacién de los genes reguladores de inflamacion en

los diferentes cromosomas

En vista de que se ha demostrado la alta frecuencia de ANC de los cromosomas cerca
de la integracion del ADN viral del VHB en las células del hospedero [18] se
identifico las regiones del cromosoma donde se alojan los genes reguladores de
inflamacion (se tomo en cuenta los 200 genes), para evaluar si son regiones donde ya
se observé integracion viral. Para ello se utiliz la herramienta Genome Data Viewer

de NCBI (https://www.nchi.nlm.nih.gov/qdv/):

>1. En la pagina principal, en el buscador se introdujo el gen regulador de inflamacion
de nuestro interes.
>2. Se generd una ventana con una fila en el extremo izquierdo donde se visualizé el

cromosoma Y las coordenadas del genoma en donde se ubica el gen introducido.
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Asimismo, en el lado derecho es posible ver en qué brazo del cromosoma se ubica
dicho gen.

Para realizar este proceso se ingresaron los genes de uno en uno y se construyo la BD
en el excel de forma manual (Anexo 3)

GDV supports the exploration and analysis ot NCBI-annotated and

G e n 0 m e D ata V| ewel' selected non-NCBI annotated eukaryotic genome assemblies.

Swm:h wew Search organisms
Homo sapiens (human)

Currently, assemblies from over 3160 organisms are available.

X
To view more organisms in the tree, click on nodes that have + signs. Press and hold the ‘+' to expand and H . h
reveal all the subgroups. Omo sapiens ( uman)
Or, search for an organism using the search box above.
New! Click on Switch view at the top to see another way of navigating genomes. Search in genome
Introducir el gen de interés /> Location, gene or phenotype n
Examples: TP53, chr17:7667000-7689000, DNA repair
fruit fl
g human Assembly
nematode ‘ GRCh38.p14 s ‘
chimpanzee
bi Aedes albopictus
rewer's yeast
I Browse genome ] [ Compare genomes ] [ ]
zebrafsh /.mt Assembly details

Genome Data Viewer

1. Introducir los genes de interés

Homguﬁgll))lens Assembly: I GRCh38.p14 (GCF_000001405.40) vl - I Chr 9 (NC_000009.12) vl
rch bly ¢ NC_000009.12: 104,766,291 - 104,942,870
IQABCAI O] vlﬁ p241 p23 p223 p221 pal3 p2ll pl 3 xal‘- pl2 pl12 qll  qi2 13 q2L1 Q213 Q2131 Q2132 Q221 q222 Q22:
Examples » C —+ -+ =T —— — T T

Genes
| Gene.

Emsddmmbmhmmbsudzﬁk

-
F Name Location i 3 F iz 5
= . 2. Identificar la regién | 200000000000000000
ABCAL Chr9: 104,781,006 - 104,928,155

donde se ublca el gen o
cavi Chr7: 116,525,009 - 116,561,185 R B R JdBpa == @ A == <
APOE Chr19: 44,905,796 - 44,909,393 3K 184,780 K 164,800 K 164,820 K 164,840 K 104,366 K 164,859
TNF Chré: 31,575,565 - 31,578,336
™F NT_113891.3: 3,052.9K - 3,055.6¢ |[--vC “erones, dbSNE D136 v2 ‘ ) -
TNF NT_167244.2: 2,909.1K - 2,910.9¢ | RNA-seq exon coverage, aggregate (filtered), NCBI Homo sapiens Annotation Release 110 - log !

TNF NT_167246.2: 2,880.6K - 2,883.4t ¥

— RNA-seq intron-spanning reads, aggregate (filtered), NCBI Homo sapiens Annctation Release
v Assemblies

11

= e— B8
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5.5.5. Obtencion de la ANC en la cohorte GDC TCGA-LIHC

Para cumplir con el objetivo de identificar los genes reguladores de inflamacion que
presentan ANC, se utilizd la plataforma de CBioPortal, en donde se busco la Cohorte
GDC TCGA-LIHC y se inici6 a explorar dicho estudio.

En la parte superior del lado izquierdo se seleccioné la opcion “Custom selection” y
se introdujo el ID de todos los participantes que se ilustraron en el Anexo 4 en la
primera fila del documento. Asimismo, en ese mismo lado se introdujo la lista de
genes de inflamacion a evaluar (200 genes en total, extraidos de la primera tabla del
Anexo 2). Para descargar los datos, se hizo click en el icono de descarga que se
encuentra en la parte superior de la paginay para poder visualizarlo se abrié con excel
(Anexo 5).

1 .
sl cBioPortal DataSels WebAP! Tutorials/Webinars FAQ News Visualize Your Data About cBioPortal Installations
=1 FOR CANCER GENOMICS

Re-introducing the cBioPortal Newsletter! Subscribe via LinkedIn or Google Groups

Query Quick Search Beta! Please cite cBioPortal &
. — ! Data type -
Select Studies for Visualization & 462 studies available (278369
is: samples) . " .
ARy, i <kaSeleccionar la cohorte de interés  ~
PanCancer Studies 10 “  Quickselect | TCGAPanCancer Aflas Studies | Curated set of non-redundant studies Help & ;
Pediatric Cancer Studies 14 Looking for AACR Project GENIE, the largest public clinicogenomic cancer dataset? It's available here. @
: ) PanCancer Studies
Immunogenomic Studies 5

[J MSK-IMPACT Clinical Sequencing Cohort (MSK, Nat Med 2017)
Cell lines 3 ] Metastatic Solid Cancers (UMich, Nature 2017)
[C] MSS Mixed Solid Tumors (Broad/Dana-Farber, Nat Genet 2018)

EfeCancelos olies ! [ SUMMIT - Neratinib Basket Study (Multi-Institute, Nature 2018)
Adrenal Gland 3 [CJ TMB and Immunotherapy (MSK, Nat Genet 2019)

[CJ Tumors with TRK fusions (MSK, Clin Cancer Res 2020)
Ampulla of Vater 1 [T Cancer Therapy and Clonal Hematopoiesis (MSK, Nat Genet 2020)

[C) China Pan-cancer (OrigiMed, Nature 2022)
Biliary Tract 16 [JJ Pan-cancer analysis of whole genomes (ICGC/TCGA, Nature 2020)

- [J MSK MetTropism (MSK, Cell 2021) -

Bladder/Urinary Tract 22

462 studies available (278369 samples)
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u .
‘==' CBIOPOl'tal Data Sets Web APl Tutorials/Webinars FAQ News Visualize Your Data About cBioPortal Installations Login
" ANCER GENO

Re-introducing the cBioPortal Newsletter! Subscribe via Linkedin or Google Groups

Click gene symbols below or enter here

Liver Hepatocellular Carcinoma (TCGA, PanCancer Atlas) & 4. Introducir la »
Liver Hepatocellular Carcinoma TCGA PanCancer data. The original data is here. The publications are here. PubMed lista de los genes

Summary Clinical Data CN Segments Plots Be Selected: 372 patients | 372 samples @ N X Custom Selection ~ m m n

D) BysampleID @ By patientID

Cancer Type Detailed Genomic Profile Sample Counts | < currently selected W curently unselected |Disease Free (months)
# Freq v Molecular Profile #
M Hepatocellular Carcinoma [0 369 99.2% Putative arm-level copy-number 0 372
Fibrolamellar Carcinoma o 3 0.8% Methylation (HM27 and HM450 0 372 study_id:patiept id2 o .
- = 2 Y ( = 3. introducir la lista de los
Log2 copy-number values [0 367 A -

IDs de los participantes

Putative copy-number alteration.. [ 367|
4 MRNA expression z-scores relati [ 366 50 100 150
- A Submitting will clear current fitters.
KM Plot: Disease-specific (months) KM Plot: Progression Free (months) ~ MRNA expression z-scores relati [ 366,
Mutations [0 366 &
100% 100% Structural variants [ 366
mRNA expression z-scores relati [0 366
50% 50% =
mRNA Expression, RSEM (Batc. [ 366
+
0%+ 0%- Genetic Ancestry [ 347
0 50 100 150 0 50 100 150 Search
4 4
Mutation Count vs Fraction Genome Altered Mutated Genes (366 profiled samples) Structural Variant Genes (366 profiled samples)
1.4k Gene #Mut # Freq v Gene #SV # Freq v
#samples =
] ® En TP53 13 o1 30.1% a PRKACA 7 o7 19% o

5.5.6. Incorporacion de la metadatay ANC
Para incorporar el ANC obtenido en la seccion anterior a la base de datos de pacientes
construida (Anexo 4, que contiene la informacion clinica y demogréafica de la
cohorte), se utilizé R-Studio. Este lenguaje de programacion cuenta con diversos
paquetes para andlisis estadisticos, para realizar esta tarea se uso el paquete de “dplyr”
que tiene incorporado la funcion de “filter” y “merge”. Este ultimo, fusiona base de
datos por columnas o filas comunes [31], por ello en los anexos 4 y 5 (archivos
utilizados para esta actividad) se colocé el ID del paciente en la primera fila. A
continuacidn, se detallan los pasos seguidos:
Primero se instalo el paquete y luego se cargo:

install.packages("dplyr")

library(dplyr)
# Cddigo para unir el archivo donde se visualiza la ANC y genes de inflamacion por
paciente y la informacion clinico-demogréafica de los participantes.

merge(A4_BD_Pacientes, A5_ANC_Pacientes, by ="ID")
#Eliminar a los participantes que no tienen alteracion en ningun gen (delecion o
amplificacion)

TablaB <- TablaA%>%filter(!if_all(ABCAL1:VIP,is.na))
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#Eliminar los genes que no tengan ninguna alteracion ya sea amplificacion o delecion
TablaC <- TablaB[,colSums(is.na(TablaB))<nrow(TablaB)]

write.xlIsx(TablaC, "Anexo6.xIsx")

Con ello, se obtuvo la base de datos completa de los pacientes con sus datos
demograficos, clinicos y genéticos.

5.5.7. Enriquecimiento funcional de los genes reguladores

de inflamacion con ANC

Para agrupar a los genes que presentaron ANC (obtenidos en el apartado anterior que
se muestran en el Anexo 6) segun su ruta bioquimica, se utilizé la plataforma de

Enrichr (Enrichr (maayanlab.cloud)). Se introdujo la lista de genes que presentaron

delecion o amplificacion, una vez cargado en la seccién “pathways” se selecciono el
KEGG 2021 (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes). Luego se pudo visualizar
la informacion en tabla o grafico. Finalmente se exporto la tabla en formato excel

haciendo click en “Export entries to table” (Anexo 7).

Las rutas bioguimicas o de sefializacion identificadas fueron validados por la
ontologia obtenida en la seccion 6.5.3 y nos permitio reunir a los participantes que
presentaron ANC solo en esos genes, es decir, se seleccionaron Unicamente aquellos
participantes que presentaron ANC (amplificacion o delecion) en los genes

especificos dentro de cada ruta. Esto fue util para correr el KM en Xena Browser.
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https://maayanlab.cloud/Enrichr/

5.5.8. Elaboracion del plot de KMy ANC

Se trazaron curvas de Kaplan-Meier para evaluar la sobrevida global de los
pacientes de estudio en relacion con ciertos factores genéticos o clinicos de interes.
Para realizar dicho gréafico se siguieron estos pasos:

1. Se subio la matriz en excel (Anexo 8) que tiene el sample (para que en Xena lo
reconozca), el 1D del paciente, estado viral (VHB, VHC o Virus neg.), ANC (con
cambios o sin cambios) y sobrevida global.

2. Se selecciond el tipo de dato que presentaba la matriz (Fenotipico o genémico), en
ese caso fue fenotipico.

3. Después se eligio la opcion de donde estaba el sample ID si en la primera fila o
columna.

4. Posteriormente, en la opcion “There is other public data in Xena on these samples
(e.g. TCGA) and want to connect to it” se seleccionoé el estudio de “GDC TCGA
Liver Cancer (LIHC)”.

5. A continuacion, se procedi6 a importar y visualizar los datos.

Welcome to the Xena Functional Genomics Explorer

UCSC Xena allows users to explore functional genomic data sets for correlations between genomic and/or phenotypic variables. See our live examples:

FOXM1a, FOXM1b, FOXM1c ERG-TMPRSS?2 fusion by chr21 KM plot (overall survival) of Genetic separation of lower PDL1 and PD1 expressio
transcript expression in tumor ... deletion in prostate cancer breast cancer PAMS0 subtypes grade gliomas: one characteriz... 39 cancer types in TCGA §

« >

]

My computer hub = ;| tospoata HEL

A Local Xena Hub is an application on your computer for loading and storing data.

We support most types of genomic and/or phenotypic/clinical/annotation data. This data can be your own or from another source, such

as a publication.

Data on a Local Xena Hub can only be viewed or accessed by the same computer on which it is running.
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Loading data... HELP

o Select a Data File e Add Data Details e Load Data

Select Data File ¢

(@ HELP ON DATA FILE FORMATTING

CANCEL
Loading data... HELP
° Select a Data File o Add Data Details o Load Data
File to Import: Matriz de BD.xlIsx HELP

O Genomic data: numbers in a rectangle (e.g. expression)

I @ Phenotypic data: categories or non-genomic in a rectangle (e.g. age, mutation status: 'wt' or 'mutant’) I < | 2.

More data types...

File preview

Sample "ID" Status_viral Status_ANC  Sobrevida_Global
TCGA-2Y-ASGT-01A TCGA-2Y-A9GT VHB Con cambios 1624
TCGA-2Y-ASGU-01A TCGA-2Y-A9GU VHE Con cambios 1939
TCGA-2Y-ASGV-01A TCGA-2Y-ASGY  VHE Con cambios 2532
TCGA-2Y-ASGX-0TA TCGA-2Y-A9GX VHE Sin cambios 2442

Show more...

Loading data... HELP

° Select a Data File o Add Data Details o Load Data

File to Import: Matriz de BD.xlsx

(®) The first column is sample IDs

() Thefirst row is sample IDs

"ID" Status_viral Status_ANC  Sobrevida_Global
TCGA-2Y-ASGT VHB Con cambios 1624
TCGA-2Y-ASGU VHB Con cambios 1939
TCGA-2Y-ASGY VHB Con cambios 2532
TCGA-2Y-A9GX  VHB Sin cambios 2442

Show more...
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o Select a Data File o Add Data Details o Load Data

File to Import: Matriz de BD.xlsx

() These are the first data on these samples.
() Ihave loaded other data on these samples and want to connect to it.

@ There is other public data in Xena on these samples (e.g. TCGA) and want to connect to it. <= 4.

GDC TCGA Liver Cancer (LIHC) ‘

"ID" Status_viral Status_ANC  Sobrevida_Global

TCGA-2Y-A9GT  VHB Con cambios 1624

TCGA-2Y-A9GU VHB Con cambios 1939

TCGA-2Y-A9GY  VHB Con cambios 2532

TOGA-2Y-A9GX  VHB Sin cambios 2442

Show more

BACK CANCEL

Es importante sefialar que, para construir el plot de Kaplan-Meier (KM), se requieren
dos variables clave: el tiempo hasta el evento de interés y una variable binaria que
indique el estado de los pacientes. En este estudio, el tiempo hasta el evento se
representa como la sobrevida global, que corresponde al periodo transcurrido desde
un punto de inicio (como el diagnostico o el inicio del tratamiento) hasta la ocurrencia
de un evento, como la muerte o la recaida. La variable binaria, por su parte, refleja el
estado del paciente, donde 1 indica que el paciente ha fallecido y 0 que sigue con vida
[32]. Esta ultima variable se encuentra registrada en el estudio GDC TCGA-LIHC,

por ello se vincul6 con nuestra matriz en el paso 4.

6. Una vez importados los datos en la interfaz de Xena Browser, se seleccioné la
opcion "Phenotype"”. Luego, en las opcidn avanzada, se eligieron las variables de
interés para realizar el analisis de KM.

7. Finalmente, se hizo click en la opcion de “Kaplan Meier Plot” para visualizar el

gréafico del KM.
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A C Select Your Second Variable

GDC TCGA Liver Cancer (LIHC) % Select Your First Variable
469 samples Add a phenatype (e.g. sample type, age)

Select Data Type

samples

() Genomic

(® Phenatypic c 6.

Phenotype

statu X

Basic Advanced

last_known_disease_status.diagnoses

50 samples
person_neoplasm_cancer_status

B0 O

Status_ANC

Status_viral

<]

O

vital_status.demographic

cAMP a X Type here or use dropper to select samp
7 Samples 7 matching samples
ZOOM: None

User Guide - Zoom Help - Tooltip Help

A B : C : D Kaplan Meier Plot
sample ID cAMP.xlsx cAMP.xlsx cAMPxlsx ~ Chart & Statistics
samples HCV_consensus anyinfection HBV_conse

Reverse sort
samples HCV_consensus anyinfection HBV_conser Download
TCGA-BW-A5NO
About
TCGA-G3-A55I
TCGA-G3-ATME Display
TCGA-CC-ATIL
Edit

TCGA-G3-A25X

TCGA-QA-ATBT Remove

TCGA-UB-ATME

Se comparo la OS entre los participantes que presentaron ANC y aquellos que no lo

hicieron. Ademas, se analizd la OS en el grupo de participantes con ANC,
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diferenciando entre aquellos infectados con VHB, VHC y los que no presentaban
ninguna infeccion.

Asimismo, para diferenciar la OS entre los participantes que presentaron
amplificacion o delecidn en ciertos genes, agrupados segun sus rutas bioguimicas, se
generaron matrices manualmente (ilustrados en el Anexo 9) a partir de la matriz
general (Anexo 8). A diferencia de la matriz original, en estas nuevas matrices se
indico si el participantes tenia infeccion viral (pos) o no tenia (neg), asi como el tipo
de alteracion en los genes, especificando si se trataba de delecion (del), amplificacion

(amp) o ambas (amp/del).

> Se repitieron los pasos (1-7) para subir el resto de matrices que se muestran en el

Anexo 8.

5.6. Analisis estadistico

Todos los andlisis estadisticos se realizaron en R (version 4.3.2). En primer lugar, se
efectud un analisis estadistico descriptivo para resumir las caracteristicas clinicas y
demogréficas de los pacientes, utilizando el paquete compareGroups. En este analisis,
se describieron la media de la edad, asi como la distribucion por raza, sexo y estadio
del tumor. Para la variable de sobrevida global, se emple6 la mediana en lugar de la
media, ya que los datos no seguian una distribucion normal. Luego mediante un
andlisis estadistico inferencial se evalud la asociacion entre las variables mencionadas
y el estado viral, con el objetivo de determinar si existian diferencias significativas
entre los distintos grupos. Se consider6 un valor de p<0.05 como indicador de

significancia estadistica.

Los codigos utilizados fueron los siguientes y la tabla utilizada fue el Anexo 4:
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>library(compareGroups)
> tabla_descriptiva <- descrTable(Statuts_viral ~., Anexo4_BD_Pacientes)
> print(tabla_descriptiva)

> export2word(tabla_descriptiva, file="Tabla_Descriptiva.docx")

Por otro lado, se utilizd la prueba de Fisher en R Studio para evaluar si las diferencias
entre la amplificacion y la delecion de cada gen eran estadisticamente significativas.
Para ello, se cre6 manualmente una hoja de calculo en Excel (Anexo 10) a partir del
Anexo 6, en la cual se detalla el 1D de cada participante, su estado viral y los genes
con ANC.

En esta nueva tabla se registro el nimero de cambios en cada gen, es decir, cuantos
individuos presentaban delecion, amplificacion o ningun cambio en los genes con
ANC. Los participantes se agruparon segun su estado viral: virus positivo (se
contabiliz6 el nimero de participantes con virus que presentaban cambios en dicho
gen) y virus negativo (se contabilizé el numero de participantes sin virus que
presentaban cambios en dicho gen). Tras recopilar los datos de todos los genes, estos
se introdujeron de manera individual en R. El codigo utilizado para la prueba de
Fisher en R fue:

> flyi = ¢(2,0,96,0,0,38) .... Estos valores varian seglin la cantidad de cambios
observados en cada gen. Los tres primeros valores corresponden a individuos con
infeccion viral: el 2 representa el nimero de individuos con delecion en el gen, el 0
indica la cantidad de individuos con amplificacion y el 96 corresponde a aquellos sin
ANC. Los ultimos tres valores siguen el mismo esquema (delecién, amplificacion y
sin ANC), pero corresponden a individuos sin infeccion viral.

> fly = matrix(flyi, ncol=2, nrow=3)

> print(fly)

> fisher.test(fly)
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Ademas, se utilizo la prueba de Chi-cuadrado en R para evaluar la relacion entre la
ANC de genes reguladores de inflamacién y el estado viral (VHB, VHC). Los
individuos se agruparon segun el tipo de ANC (amplificacion o delecidn) y, a su vez,
se subdividieron en grupos con y sin infeccion viral. Se consideraron significativas
las diferencias con un valor de p<0.05. El cddigo utilizado en R fue:
> valores = ¢ (72,28) ...Los valores representan el porcentaje de amplificacion o
delecion (amp/del) en individuos con y sin infeccion viral.
## en el nombre de la lista puede ir delecion o amplificacion
> tablaf = matrix(valores, ncol=2, nrow=1,

dimnames = list(c("amp"),

¢ ("Neg","Pos")))

##tcon porcentajes por columnas
> round (prop.table(tablaf, 2)*100,2)
> chisq.test(tablaf, correct=F)

Por altimo, con un andlisis de supervivencia de Kaplan—Meier se evalu6 si la ANC
en los genes reguladores de inflamacion influia en la sobrevida global de los pacientes
con HCC e infeccion viral como se detall6 en la seccion (6.5.7).

Para ello, se empled la prueba log-rank disponible en Xena Browser, que permite
comparar las distribuciones de supervivencia entre varios grupos expuestos a distintas
condiciones. Esta prueba es no paramétrica que se basa en rangos y contrasta el
namero de muertes observadas en cada grupo con el numero esperado bajo la
hipotesis nula (se espera que la cantidad de fallecidos sea casi igual en ambos grupos
que se estd comparando). La estadistica log-rank sigue aproximadamente una
distribucion Chi-cuadrado con grados de libertad equivalentes al nimero de grupos -
1[32].

Ecuacion 2. Férmula para calcular la estadistica log-rank:
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2 Zo't_ZE't ’
e

Donde;

>0 jt : suma del nimero observado de eventos en el grupo j a lo largo del tiempo
YE jt: suma del nimero esperado de eventos en el grupo j a lo largo del tiempo
=12

Utilizando esta formula se puede calcular un valor de Chi cuadrado, a partir del cual
es posible obtener el valor p, Se considera que existe significancia estadistica cuando
p < 0.05.

El resumen de las actividades realizadas en esta tesis se presenta en la figura 2.
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Figura 1. Resumen de actividades realizadas en la tesis

5.7. Cuestiones éticas

En este proyecto no se enrolaron participantes ni se hicieron pruebas in vitro o in vivo.
Se utilizaron datos publicos de muestras anonimizadas de la cohorte GDC TCGA -
LIHC, los cuales fueron reanalizados. Por esta razon, se obtuvo la exoneracion de la
aprobacion del Comité de Etica de la UPCH, conforme a la carta SIDISI N° 213268,
emitida y aprobada el 16 de febrero de 2024.
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VI. Resultados

6.1. Descripcién clinica-demografica de la cohorte GDC TCGA-LIHC

De un total de 469 participantes que fueron extraidos de la plataforma bioinformatica de Xena
Browser, tras aplicar los criterios de elegibilidad (Seccion 6.2), se excluyeron a 259 por no
contar con informacién viral, presentar coinfeccion o no tener reportado el dato clinico
demografico (grupo etnico, estadio de tumor, sobrevida global), quedando asi 210
participantes aptos para el estudio (ver figura 2, Anexo 4).

En este estudio, se considero la etnicidad de los participantes, ya que esta se relaciona con la
composicion genética y cultural de la poblacion. Los datos de etnicidad provienen del
proyecto TCGA y fueron obtenidos a través de Xena Browser. Ademas, la residencia
demografica se define como el pais en el que habita un individuo y donde puede estar
expuesto a factores ambientales y condiciones socioecondémicas que influyen en su salud.
Segun lo reportado por Ally y colaboradores [19], los participantes residen en Estados
Unidos, Vietnam, Corea del Sury Canada, lo que refleja una diversidad geogréafica dentro de

la cohorte estudiada.
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Figura 2. Seleccion de Pacientes de la Cohorte GDC TCGA-LIHC

Después de seleccionar a los 210 participantes se observé que, en ambos grupos (VHB y
VHC), més de la mitad de los participantes fueron hombres, resultando significativa la
diferencia en la distribucidn por sexo entre los grupos (p<0.009) (Tabla 2). Por otro lado, el
rango de edad de la poblacion de estudio fue entre 17-90 afios (Anexo 4), es muy probable
encontrar adultos con infeccion viral (VHB o VHC) que sin infeccion (p<0.05). Por otro lado,
la distribucién de razas varia significativamente entre los grupos. Asi, en el grupo VHB, hubo
una mayor proporcion de asiaticos y blancos (48% en ambos casos) en comparacion con
negros o afroamericanos, mientras que en el grupo VHC y en el grupo Sin infeccion,

predomind una mayor proporcion de blancos frente a asiaticos o negros.
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En cuanto al estadio del tumor, aunque se observo una mayor proporcion de individuos en
estadios intermedios en los grupos de VHB, VHC vy sin infeccién, en comparacion con los
estadios avanzados, no se encontro una diferencia significativa entre estos grupos. Por tltimo,
en cuanto a la sobrevida global, hay una diferencia significativa entre los 3 grupos por tipo
de infeccion, encontrando que el grupo con VHC vive 300 dias menos a diferencia del grupo
con VHB o sin infeccion (Tabla 2).

Tabla 2. Resumen de los datos clinicos-demograficos de los 210 participantes analizables.

VHB VHC Sin S overall
VIrus
N=115 N=49 N-46

Sexo: 0.009
Femenino 40(34.8%) 12(245%) 25 (54.3%)

Masculino 75(652%) 37 (75.5%) 21 (45.7%)

Grupo etario: 0.014
Joven (17-26afios) 5(435%)  1(204%)  3(652%)
Adulto(27-59afios) 56 (48.7%) 27 (55.1%) 34 (73.9%)

Adulto mayor(>59afios) 54 (47.0%) 21(42.90%) 9 (19.6%)
Raza: <{0.001
Asiatico 55 (47.8%)  11(22.4%) 0 (0.0%)
Negro o afroamericano 5(435%)  4(8.16%)  1(2.17%)
Blanco B5(47.8%) 34 (69.4%) 45 (97.8%)
Estadio de tumor: 0229
aﬁf"ﬁz“;‘&g‘mﬁ'“ 0 71(617%) 37 (755%)  31(67.4%)
Estadio temprano (i y ii 44(383%) 12(245%) 15 (326%)
Sobrevida Global (dias) 834(838)  529(438)  855(756)  0.040
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6.2. Ontologia y distribucién cromosomica de los genes reguladores
de inflamacion

Se estudio la ontologia para clasificar y entender las funciones bioldgicas, los procesos
moleculares y las rutas en las que participan los genes reguladores de la inflamacion. Por otro
lado, también se exploro la distribucion cromosomica para localizar las regiones en las que
se encuentran los genes evaluados. Utilizando el Anexo 2 en formato Excel, se elaboraron
gréaficos de barras que agrupan los genes segln su proceso biologico, componente celular y

funcién molecular.

En relacion al primer término de ontologia (proceso bioldgico) de los genes de estudio, tal
como se esperaba, se observé que casi la mitad de los genes (44%) interviene en la respuesta
inflamatoria, incluyendo PTGER4; CXCL6; CD40; CXCL9; CXCL8; TNFAIP6; PTGERZ2;
C5AR1; FPR1; ADM; MEFV; CX3CL1; RELA; CCL7; IRAK2; CCL5; CCRL2; C3AR1;
PROK2; OLR1; NLRP3; CCL2; CCR7; CD14; CCL17; CMKLR1; CCL24; PTGIR; CCL22;
RIPK2; CCL20; IL18; CYBB; TACRL1; SELE; NFKB1; TLR1; IL1A; CXCL10; CXCL11;
IL6; IL1B; TLR3y TLR2 (Anexo 2.1, Figura 3).

Respuesta inflamatoria | [IIHINMHAMHGHRATUGHITT00 - 2496

Via de sefializacién mediada por citocinas MMM 37%
ke
s Regulacién positiva de la produccion de
e IO RO RUIR — 2:€
2 citoquinas
a
&
U Respuesta celular al estimulo de citocinas  [JIIIINIMIIINT 23%
-]
& Regulacid de la fosforilacién d
. iti .
egulacion positiva rea osforilacidon de T 239
proteinas
Otros ([l 10%
0% 20% 40% 60%

Porcentaje de genes

Figura 3. Proceso bioldgico de los 200 genes de inflamacion.
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Con respecto al componente celular, el 60% de genes (BTG2; CDKNI1A;
ITGB3;AQP9;AHR;PSEN1;MEFV;HIF1A;RELA;IRAK2;MYC;LAMP3;PDE4B;OLR1;NL
RP3;ABCAL;LYN;GCH1;SPHK1;SLC11A2;ATP2B1;NFKB1;BST2;NFKBIA;PTPRE;MM
P14;KLF6;AXL;IRF1;IRF7) forman parte organelas delimitado por membrana intracelular,
seguido por membrana limitante del organulo, nacleo, membrana de vesicula citoplasmatica,

membrana granular secretora, vesicula endocitica y otros (Anexo 2.2, Figura 4).

Organelo delimitado por membrana intracelular [ [IIMIEIEIIEITIImImHIIImImIIm - 0%
Membrana limitante del organulo  IHIIMRRGIRIIRIIIIIRIIImIImIImm - 54
s
E Nécleo  |TMMIMIMUITRRIIIIIIMIITIIm - 26%
2
£ Membrana de vesicula citoplasméatica | [[IIIMMTMIHIHIHIIMITTITIITITI - 229
g
£ Membrana granular secretora | [INIMMIMIIIMIIEITTTITTWIN - 38%
o
vesicula endocitica  [[IIIMIIMIIIIITIIIIITIT 28%

otros [N < 139%

0% 10%  20%  30% 40% 50% 60% 70%

Porcentaje de genes

Figura 4. Componente Celular de los 200 genes de inflamacion

Por otro lado, més de la mitad de genes de estudio (58%) tienen como funcion molecular la
actividad de citoquinas incluyendo CXCL6; CSF3; CXCL9; CXCL8; CSF1; CX3CL1; CCL7;
CCL5; IL12B; CCL2; NDP; TIMP1; CCL17; IL10; CCL24; EDN1; CCL22; IL15; CCL20;
CD70; LIF; 1L18; OSM; INHBA; CXCL10; IL1A; CXCL11; IL6; IL1B (Anexo 2.3., Figura
5).
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Figura 5. Funcion molecular de los 200 genes de inflamacion

Por otro lado, el 11% de genes de inflamacion se ubican en el cromosoma 1, seguido del
cromosoma 19 (9%) y de los cromosomas 2, 4 y 3 (8%, 8% y 7% respectivamente), segln lo
obtenido en el Genome Data Viewer (Anexo 3, Figura 6). Asimismo, se observo que ningin

gen se ubica en el cromosoma 18,230 Y.
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Figura 6. Distribucion de los genes de estudio por cromosoma

6.3.Relacion entre la ANC y el estado viral

Se observo que, de los 200 genes analizados, el 90% presentaron ANC (179 de 200 genes)
en el 70% de pacientes con HCC e infeccion viral (Anexo 6). En general, la frecuencia de
estas alteraciones fue muy baja para los genes relacionados con la inflamacion ya que la
mayoria de los participantes presentaron entre 1y 6 amplificaciones o deleciones, observando

en la mayoria de casos ausencia de ANC.

Para evaluar si el nimero de amplificaciones y deleciones diferia entre pacientes con y sin
infeccion por HBV/HCV, se utilizo la prueba de Fisher. El analisis revel6 que cuatro genes
(CCL24, NAMPT, SLC7A2 y SRI) mostraron frecuencias significativamente diferentes de
ANC entre los dos grupos (Tabla 3). La lista completa de genes y los detalles de sus cambios
se encuentran en el Anexo 10.

En particular, los genes CCL24 (quimiocina con motivo CC 24), NAMPT (nicotinamida
fosforribosiltransferasa) y SRI (sorcina) presentaron amplificaciones en individuos sin

infeccion viral (p<0.05), mientras que el gen SLC7A2 (transportador de aminoacidos
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cationicos 2) mostré deleciones en individuos con infeccion viral (p < 0.05) y ninguna

amplificacion.

Tabla 3. Lista de genes de inflamacion con ANC con diferencias significativas en ANCs
observadas en pacientes con HCC clasificados segun su estado viral (con infeccion o sin

infeccion viral).

Virus Virus Prueba de
Nombre del positivo = negativo Total Fisher (valor
Gen gen ANC (n=98) (n=38) (n=136) de p)
CCL24  Quimiocina Delecion 0 0 0 0,02057
con motivo
CC24 Amplificacion 0 3 3
Sin cambios 98 35 133
NAMPT  Nicotinamida Delecién 0 0 0 0,0054
fosforribosiltr
ansferasa Amplificacién 0 4 4
Sin cambios 98 34 132
SLC7A2  Transportador Delecion 11 0 11 0,03407
de
aminoacidos  Amplificacion 0 0 0
cationicos 2
Sin cambios 87 38 125
SRI Sorcina Delecioén 0 0 0 0,0014
Amplificacion 0 5 5
Sin cambios 98 33 131

Ademas, se analizé la frecuencia de amplificaciones y deleciones de los 179 genes con ANC
(Anexo 10), en los 136 participantes que presentaron ANC. Los participantes se
subdividieron en grupos con y sin infeccién viral, y se utiliz6 una prueba de Chi cuadrado

para evaluar las diferencias entre ambos grupos. Cabe sefialar que casi todos los participantes
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presentaron ANC en méas de un gen, por lo que el nimero de frecuencia ya sea de

amplificacion o delecion se incremento.

La frecuencia de deleciones en los genes asociados con la inflamacion fue significativamente
mayor en pacientes con HCC y presencia de virus (22%) en comparacion con el grupo sin
infeccion viral (5%) (p < 0.05). Por otro lado, la frecuencia de amplificaciones en los genes

estudiados fue similar en ambos grupos (Tabla 4).

Tabla 4. Frecuencia de amplificaciones y deleciones en pacientes con o sin infeccion viral.

Virus positivo Sin virus Chi cuadrado Total
(n=599) (n = 240) (valor de p) (n=2839)

amp 468 (78.1%) 228 (95%) 0.19 696

del 131 (21.9%) 12 (5%) 0.001069 143

n: nimero total de eventos de ANC reportados en los 139 participantes, con un maximo de eventos
posibles de 17542 (98 x 179) para el grupo con virus positivo y de 6802 (38 x 179) para el grupo sin

infeccidn viral.
6.4.  Asociacion entre la ANC y OS en pacientes con infeccion viral

La figura 7 presenta el analisis de Kaplan-Meier, generado en Xena Browser a partir de la
matriz cargada en esta plataforma (Anexo 8). Esta figura evidencio la probabilidad de
supervivencia de los 210 pacientes a lo largo del tiempo, agrupados segun la presencia de
ANCs (con cambios) en cualquiera de los genes evaluados, 0 su ausencia (sin cambios).
Como era de esperarse, ambas curvas de supervivencia mostraron una tendencia descendente

con el tiempo, reflejando una disminucion progresiva en la probabilidad de supervivencia en

ambos grupos. Aunque el grupo de pacientes sin ANCs mostré una mayor probabilidad de
supervivencia en comparacion con el grupo con ANCs, esta diferencia no resulto

estadisticamente significativa (p>0.05).
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Figura 7. Plot de Kaplan-Meier representando la probabilidad de sobrevida global respecto

al tiempo, en pacientes con HCC agrupados segun la presencia de ANC (n=210)

Asi mismo, se evaluo la sobrevida, a lo largo del tiempo, de aquellos pacientes con HCC,
agrupados por su estado viral, que mostraron ANC en los genes de inflamacion (n=179)
(Figura 8). A lo largo del tiempo, las curvas de supervivencia de los tres grupos muestran un
patrén similar de declive, lo que indicé una disminucion en la probabilidad de supervivencia
para todos los grupos conforme avanza el tiempo. Es decir, el estado viral (VHB, VHC o
negativo) no tuvo un impacto significativo en la supervivencia global de los pacientes
(p>0.05).
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Figura 8. Curva de supervivencia de Kaplan-Meier en los 136 pacientes con ANCs, segun su

estado viral: Hepatitis B, Hepatitis C y sin infeccién.

Por otra parte, se evaluaron en total 10 plots de KM segun el ANC en diferentes rutas
enriquecidas de sefializacion, reguladas por los genes de estudio. Esto se realizé porque, al
analizar el ANC por gen individualmente, las bajas frecuencias de ANC s6lo habrian incluido
a un namero reducido de participantes, haciendo que el grafico de KM no fuera representativo
(la metodologia se detalla en la seccion 6.5.7). Para ello, primero se obtuvo el
enriquecimiento funcional basado en el KEGG 2021 el cual mostré 133 rutas con un valor
de p signficativo (el Anexo 7), de la cual se considerd las 10 rutas con valores de p
significativos y aquellas que incluian la participacion de mayor numero de genes. Las rutas
fueron corroboradas con la ontologia de los genes, especificamente con relacién al proceso

celular.
Estas 10 rutas fueron las siguientes: Interaccion del receptor citocina-citocina, interaccion de
proteinas virales con citocinas y receptores de citocinas, via de sefializacion del TNF, via de

sefializacion de quimiocinas, via de sefializacion JAK-STAT, via de sefializacion del receptor
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Toll-like, via de sefalizacion PI3K-Akt, rutas en el cancer, via de sefializacién de NF-kappa

B y via de sefializacion de IL-17.

Por altimo, a partir del Anexo 8, se dividieron los participantes y se generaron las matrices
correspondientes, presentadas en el Anexo 9, que fueron ingresadas a Xena para plotear la
curva de KM. Posteriormente, se descargaron las 10 curvas de Kaplan-Meier (detalladas en
el Anexo 12), de las cuales s6lo la via de sefalizacion JAK-STAT (Via de la Janus Quinasa
y el Transductor de Sefiales y Activador de la Transcripcion) tuvo resultados significativos
(Figura 9). En ella se observa que los pacientes con deleciones (Del) en los genes reguladores
de inflamacién tienen una mayor supervivencia global en comparacion con aquellos con

amplificaciones (Amp).

0.751
p-value = 0.0005860

0.5+

0.251

O 8! T T T T T
0 500 1,000 1,500 2,000 2,500 3,000

32 14 8 3 2 1 — AMD (N=64

0 0 0 mm Del (N=5)

1
1 0 0 0 0 0 0 w=mAmp/Del (n=1

Figura 9. Plot de KM de genes implicados en la via de sefializacion JAK-STAT (n=70). IL10;
IL15RA; CSF3; CDKN1A; CSF3R; IL4R; IL15; IL10RA; LIF; OSM; OSMR; IL6; MYC;
IL2RB; IL12B; RAF1; IL7R; IFNAR1 CCL24
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VIL. Discusién

El HCC suele ser diagnosticado en etapas avanzadas de la enfermedad, donde los pacientes

presentan una baja sobrevida [5]. Por ello, es crucial identificar biomarcadores tanto de

diagnostico como de prondstico para mejorar la deteccion temprana y el tratamiento de estos
pacientes, respectivamente. En ese sentido, se han descrito algunos marcadores candidatos
basados en cambios de expresion de un grupo de genes reguladores de inflamacion del HCC
[24]. Sin embargo, el estudio de la ANC es menos frecuente, pero podria ser fuente de

informacidn relevante para el diagndstico y tratamiento de pacientes con cancer.

En vista de ello, este estudio se propuso identificar la presencia de la ANC de genes
reguladores de inflamacion y su asociacién con la OS e infeccién por VHB/VHC, en
pacientes de la cohorte internacional GDC TCGA - LIHC, mediante un analisis secundario
de datos genomicos. La asociacion de ANC con la OS podria traer nuevos candidatos
prondsticos de esta neoplasia, mientras que la relacion de ANC con la infeccion por
VHB/VHC, presente hasta en el 70% de casos de HCC [8], podria ayudar a comprender la
influencia de estos virus en la progresion tumoral y también en la respuesta al tratamiento.
Esto abre la posibilidad de que el estado viral podria ser un factor clave en la personalizacién
de terapias, ayudando a identificar pacientes que podrian beneficiarse de tratamientos

especificos segun su perfil de infeccion.

En este contexto, los datos clinicos obtenidos en este estudio indican que la tasa de incidencia
de HCC asociado a VHB es mayor en varones que en mujeres, lo cual coincide con las cifras
reportadas por la OMS [33]. Segun esta organizacion, del total de 254 millones de personas
diagnosticadas con VHB, el 58% son varones. Este hallazgo también ha sido documentado

en estudios realizados por Zhang y colaboradores [34].

En la cohorte GDC TCGA-LIHC, se encontrdo que un 90% genes reguladores de la
inflamacion presentan ANC. Sin embargo, solo cuatro genes mostraron valores de p

significativos (p < 0.05) en la prueba de Fisher, indicando una asociacién especifica entre
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estas alteraciones y la presencia o ausencia del virus. Los genes destacados son: CCL24
(quimiocina con motivo CC 24), NAMPT (nicotinamida fosforribosiltransferasa), SLC7A2
(transportador de aminoacidos cationicos 2) y SRI (sorcina). Por su parte, el CCL24 es un
factor quimiotéctico que regula la proliferacion, migracién e invasion de células tumorales,
lo que explica su frecuente amplificacion. En nuestro estudio, observamos que se amplifica
en participantes sin infeccion viral, lo que sugiere una sobreexpresion. Este hallazgo coincide
parcialmente con los resultados de Jin y colaboradores [35], quienes encontraron que en el
tejido tumoral el CCL24 se sobreexpresa y se correlaciona positivamente con la presencia de
VHB a diferencia que en el tejido normal. La diferencia radica en que, en nuestro estudio, la
amplificacion de CCL24 se asocia positivamente con la ausencia de virus. Esta discrepancia
podria explicarse por el hecho de que Jin y colaboradores utilizaron una cohorte distinta a
GDC LIHC-TCGA, la cual se utilizé en la presente tesis.

En segundo lugar, encontramos que NAMPT esta amplificado en individuos sin infeccion
viral, lo que indica que su sobreexpresion puede ser un mecanismo clave para que las células
tumorales de HCC mantengan su crecimiento y supervivencia. La sobreexpresion de NAMPT
asegura que las células cancerosas tengan un suministro constante de NAD+ (dinucle6tido
de nicotinamida y adenina) para sostener sus procesos—metabolicos, energéticos y de
reparacion del ADN [36]. Esto convierte a NAMPT en un candidato potencial para la terapia
dirigida, como ha sido reportado en el estudio previo de Schuster [37], donde sugiere la
inhibicion de NAMPT como un enfoque terapéutico para limitar la capacidad de las células

tumorales de mantener su metabolismo acelerado y su resistencia al dafio celular.

Asimismo, se evalu6 al gen SRI, la cual su amplificacién revela una sobreexpresion que
coincide con hallazgos previos, donde se ha asociado este gen con funciones clave en la
migracion, invasion, proliferacion, resistencia a la apoptosis y una mayor capacidad
metastasica [38]. De acuerdo con el estudio de Liy colaboradores [39], la sobreexpresion de
SRI se ha vinculado con la inhibicion de la apoptosis mitocondrial, mediada por la activacion
de las vias de sefializacion STAT3 (Transductor de Sefiales y Activador de la Transcripcion
3) y NF-«B (Factor Nuclear kappa B), lo que favorece la proliferacion tumoral y la progresion

del HCC. Sin embargo, la relacion entre estos genes y la infeccion viral sigue siendo incierta,
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dado que tanto SRI como NAMPT, mencionado anteriormente, se encuentran amplificadas

en participantes sin infeccion viral.

En cuanto a SLC7A2, a diferencia de las anteriores, este sufre delecion en participantes con
presencia del HBV/HCV. Este gen es un transportador de aminoacidos esenciales,
principalmente de arginina, lisina y ornitina para ser utilizados en procesos celulares, el
metabolismo energético y la sintesis de proteinas. Segun el estudio de Xia y colaboradores,
la ausencia de SLC7A2 acelera el desarrollo del carcinoma hepatocelular (HCC) al promover
la metastasis y el reclutamiento de células supresoras derivadas de mieloides, las cuales
inhiben la respuesta inmune antitumoral [40]. En nuestro estudio, es muy probable que la
delecidon de este gen conduzca a una subexpresion, lo que favorece la progresion del HCC,
siendo asi un posible biomarcador diagnostico, ya que sus niveles estan directamente
relacionados con la agresividad del tumor, ayudando a predecir el curso de la enfermedad.
Asimismo, el gen SLC7A2 se localiza en la regién 8p22 del cromosoma, lo cual concuerda
con lo reportado anteriormente sobre las pérdidas frecuentes del nimero de copias génicas
en la region 8p [19].

Desde un punto de vista general, es comuin encontrar amplificaciones en los genes
reguladores de inflamacién tanto en individuos con infeccién viral como sin ella, mientras
que las deleciones son significativamente mayores en pacientes con infeccién viral. Estudios
como los de Chong et al. [41, 39] y Schulze et al. [42] han reportado amplificaciones
frecuentes en genes como AKT3, MYC, FGF3 y TERT. Sin embargo, estos genes no estan
exclusivamente relacionados con la regulacién de la inflamacion, la cual si se consider6 en
nuestro estudio. En particular, aunque en nuestra investigacion se evalué el gen MYC y se
observo su amplificacion en la cohorte, la falta de significancia estadistica sugiere que este

cambio podria tratarse de una alteracion comun independiente del estado viral.

Por otro lado, la alta frecuencia de deleciones observada en pacientes con infeccion viral
representa un hallazgo novedoso (Tabla 4) y refuerza la evidencia de que el virus induce
inestabilidad gendmica, un proceso en el que la integracion del ADN viral puede alterar genes

clave [7,17]. Chong et al. [41] también reporto deleciones en genes como TP53, RB1y PTEN,
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siendo TP53 y PTEN ampliamente reconocidos como genes supresores de tumores [43]. En

términos generales, un gen supresor de tumores es aquel que regula la division y replicacion

celular, evitando el crecimiento descontrolado que puede conducir al cancer. Cuando un gen
supresor de tumores muta, su funcion se pierde o se reduce significativamente, lo que facilita
la progresion tumoral [44]. Por lo que en este estudio los genes reguladores de inflamacion
que presentan deleciones podrian corresponder a genes supresores de tumores,
desempefiando un papel relevante en el contexto del HCC. Ademas, tras realizar el analisis
de enriquecimiento funcional, se identificd que uno de los principales caminos en los que
estan involucrados estos genes es la via de sefializacion PI3K-Akt (Anexo 7). Esta via esta
estrechamente relacionada con la funcién de varios genes supresores de tumores, cuya
inactivacion puede desencadenar la activacion descontrolada de esta ruta, contribuyendo

significativamente a la progresion tumoral [43].

Con respecto a la sobrevida (OS), en el estudio de Gao y colaboradores [24], se encontrd que
la sobreexpresion de genes de inflamacion como CCL20, IL1B, CCL2, etc (mismos genes
evaluados en nuestra investigacion), en pacientes con infeccién viral y HCC, se asocia con
una disminucidn en el tiempo de OS, aunque ellos no evaluaron las ANC. En nuestro analisis,
al realizar un plot de KM para evaluar si las ANC influyen en la supervivencia, no se hallaron
diferencias significativas entre los grupos con o sin ANC. Posteriormente, al subdividir el
grupo de ANC en subgrupos de VHB, VHC y sin infeccidn, el grafico KM tampoco mostro
diferencias significativas. Dado que VHB y VHC son factores etiologicos clave en el
desarrollo del HCC, la falta de asociacién podria reflejar la heterogeneidad biol6gica del
cancer hepatico, en el que participan mdltiples vias y mecanismos moleculares en la
carcinogenesis. Ademas, la OS esta influenciada por factores como el tipo de tratamiento
recibido y el estadio del tumor, lo que podria explicar la ausencia de una correlacién clara en

nuestro estudio.

Ademas, una posible limitacidn de este estudio es la diferencia en el tipo de genoma de los
virus. EI VHB es un virus de ADN que se integra en el genoma del huésped, promoviendo
inestabilidad gendémica y alteraciones en genes clave como TP53 y RB1 [45]. Por otro lado,

el VHC es un virus de ARN que no se integra en el ADN del huésped, pero induce
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carcinogénesis a través de inflamacion crénica, estrés oxidativo y activacion de vias

oncogenicas como NF-kB y JAK-STAT [46]. Estas diferencias pueden influir en la formaen
que cada virus afecta la ANC y la progresion tumoral, lo que podria explicar la ausencia de

asociaciones significativas en nuestro analisis.

Nuestro estudio mostro que los pacientes con HCC e infeccion viral que presentan
amplificacion de genes reguladores de la via JAK-STAT tienen una menor supervivencia en
comparacion con aquellos con deleciones en dichos genes, con una media de 655 dias y 698
dias, respectivamente. Este hallazgo es consistente con la expectativa de que una mayor
sobreexpresion de estos genes amplificados reduzca la supervivencia, dado que la via JAK-
STAT esta implicada en multiples procesos oncogénicos en el HCC, como la proliferacion
celular descontrolada, la evasion de la apoptosis y el escape del sistema inmunoldgico [47].
Sin embargo, el tamafio reducido del grupo con deleciones (n=5) en comparacion con el
grupo con amplificaciones (n=68) incrementa la susceptibilidad a resultados aleatorios y
limita la representatividad de estos hallazgos en la poblacion general, lo que también afecta

su significancia estadistica.

Estudios previos con muestras mas grandes han demostrado asociaciones mas robustas entre
infecciones virales y alteraciones gendémicas. Por ejemplo, un estudio en Nature Genetics
incluy6 1,362 individuos y encontrd que variantes en 1L28B (gen que modula la respuesta
inmune antiviral) influyen en la respuesta al tratamiento en VHC [48]. Este ejemplo
demuestra que contar con una muestra mas amplia permite identificar asociaciones genéticas
con mayor precision, reduciendo la variabilidad estadistica y mejorando la representatividad

de los hallazgos.
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VIII. Conclusiones
a. En nuestra investigacion se identifico que las ANCs de genes reguladores de
inflamacidn estan asociadas con la presencia o ausencia de infecciones virales por
VHB y VHC. En particular, genes como CCL24, NAMPT, SLC7A2 y SRI mostraron
patrones especificos de amplificacion o delecion segun el estado viral, sugiriendo que
estas alteraciones podrian desempefiar un papel clave en la progresion tumoral y ser

consideradas como biomarcadores en el contexto del HCC.

b. El anélisis de la ANC revel6 que las deleciones en genes reguladores de la
inflamacién son mas comunes en participantes con infeccion por VHB/VHC que sin
infeccion, lo que sugiere una posible interaccién entre las alteraciones genéticas y la
presencia de estos virus en la progresion del carcinoma hepatocelular.

c. En nuestro estudio aunque no se encontraron diferencias significativas en la OS al
comparar pacientes con o sin ANC, se observo que las amplificaciones en genes
relacionados con la via JAK-STAT podrian estar asociadas con una menor OS en
pacientes con infeccion viral. Sin embargo, la interpretacion de este hallazgo esta
limitada por el tamafio reducido del subgrupo, lo que afecta su representatividad

estadistica y su generalizacion a la poblacion.

IX. Limitaciones
Una de las limitaciones en este estudio es el tamafio de la muestra y la cantidad de individuos
con informacion viral disponible, lo que podria haber influido en la interpretacion de los
resultados. Ademas, las diferencias en la naturaleza del genoma del VHB y VHC afectan la
forma en que estos virus impactan la alteracion del namero de copias (ANC) y la progresion
tumoral, lo que podria explicar la falta de asociaciones significativas observadas. Asimismo,
la heterogeneidad biologica del carcinoma hepatocelular (HCC) implica que multiples
mecanismos moleculares pueden estar involucrados en su progresion, lo que limita la
capacidad de establecer relaciones directas entre ANC y sobrevida (OS). Adicionalmente, el
uso de una unica cohorte (GDC TCGA-LIHC) restringe la extrapolacion de los hallazgos a
otras poblaciones con caracteristicas genéticas y clinicas distintas. Futuros estudios deberian

incluir cohortes internacionales adicionales y profundizar en el anélisis de las vias de
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sefializacion asociadas con los genes reguladores de la inflamacion para validar y ampliar los

hallazgos aqui presentados.
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